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Tausta ja tavoitteet: 
Suolistosyövät eli paksu- ja peräsuolen syövät ovat maailmanlaajuisesti miehillä kolmanneksi ja naisilla toiseksi yleisin syöpätyyp-
pi. Suolistosyöpien riskiin vaikuttavat elintavat ja erityisesti ruokavalio. Ruokavalion vaikutuksen paksu- ja peräsuolensyöpien ris-
kiin ajatellaan välittyvän suolen sisällön nestemäisen osan eli ulosteveden kautta; syödyn ruoan tai mikrobiston siitä tuottamien 
yhdisteiden täytyy olla liuenneessa muodossa, jotta ne voivat vaikuttaa paksusuolen soluihin ja erityisesti kryptien pohjalla oleviin 
jakaantuviin kantasoluihin ja sitä kautta syöpien riskiin. Tässä tutkimuksessa hyödynnettiin ulostenäytteitä, jotka oli kerätty erilaisia 
kasvi- ja eläinperäisten proteiinien suhteellisia osuuksia sisältäviä ruokavalioita noudattavilta henkilöiltä. Tavoitteena oli tutkia, 
kuinka ulostenäytteistä eristetty ulostevesi vaikutti HCA-7-paksusuolisyöpäsolulinjan solujen viabiliteettiin. Lisäksi testattiin, korre-
loiko tutkittavien painoindeksi (BMI), ulosteveden pH, ulosteen N-nitrosoyhdisteiden (NOC) pitoisuudet tai kuidun, proteiinin, kal-
siumin tai energian saanti ravinnosta viabiliteetin kanssa. 
 
Aineisto ja menetelmät: 
Yhteensä 146 tervettä vapaaehtoista (ikä 20–69 v, BMI 18,5–35) satunnaistettiin 12 viikoksi kolmelle tutkimusruokavaliolle. Ruoka-
valioiden proteiinisisältö (tavoite 17 E%) tuli eläin- ja kasviperäisistä lähteistä osuuksilla 70/30 % (ELÄIN-ryhmä, n=46), 50/50 % 
(50/50-ryhmä, n=44) ja 30/70 % (KASVI-ryhmä, n=44). Ruoankäyttöä ja ravintoaineiden saantia seurattiin neljän päivän ruokapäi-
väkirjalla ennen tutkimusta ja sen lopussa. Ulostenäytteet kerättiin samoista aikapisteistä. Ulostenäytteet homogenoitiin vedellä 1:1 
laimennettuna, homogenaatti ultrasentrifuugattiin, supernatantin eli ulosteveden pH mitattiin ja se suodatettiin steriiliksi 0,22 µm:n 
suodattimella. 
Ihmisen paksusuolisyövän HCA-7-solulinjan soluja inkuboitiin 96-kaivoisella solukasvatuslevyllä ensin noin vuorokausi kasvatus-
liuoksessa, jotta solut kiinnittyvät levylle. Sitten syöpäsolut altistettiin jokaiselta tutkittavalta peräisin oleville ulostevesinäytteille 
kolmena rinnakkaisnäytteenä ja kolmena laimennoksena (10 til-%, 20 til-% ja 30 til-%), ja inkuboitiin 24 h. Tämän jälkeen elävien 
solujen määrä määritettiin kolorimetrisesti käyttämällä WST-8-reagenssia. Viabiliteetti (%) saatiin laskemalla näytekuoppien elävi-
en solujen suhteellinen osuus verrattuna kontrollisolukuoppien elävien solujen määrään. 
Ruokavalioryhmien välisten viabiliteettierojen tilastollinen merkitsevyys testattiin kovarianssianalyysilla (ANCOVA) käyttäen kovari-
aattina alkupisteen viabiliteettia. Korrelaatiot tutkittiin Pearsonin korrelaatiotestillä. 
 
Tulokset: 
Kaikkiaan 134 tutkittavalta saatiin eristettyä ulostevesinäyte. Intervention lopussa näkyi viabiliteetissa (%) tilastollisesti merkitseviä 
eroja ryhmien välillä 30 til-% ulostevesipitoisuudella (ANCOVA p=0,005). Viabiliteetti (%) oli pienin KASVI-ryhmällä (kovariaattikor-
jattu keskiarvoestimaatti 30,0 ± 1,9) ja erosi ryhmien välisessä keskinäisessä vertailussa sekä ELÄIN-ryhmästä (37,8 ± 1,8; p = 
0,011 Bonferroni-korjauksella) että 50/50-ryhmästä (37,1 ± 1,8; p = 0,021). 
Viabiliteetti korreloi merkitsevästi (p < 0,05) painoindeksin kanssa kaikilla ulosteveden pitoisuuksilla (10 til-%: R = 0,210; 20 til-%: R 
= 0,366; 30 til-%: R = 0,319) sekä ulosteveden pH:n kanssa pitoisuuksilla 20 til-% (R = 0,204) ja 30 til-% (R = 0,249). Pitoisuuksilla 
10 til-% ja 30 til-% viabiliteetti oli myös merkitsevästi yhteydessä proteiinin saantiin laskettuna sekä g/vrk (10 til-%: R = 0,199; 30 
til-%: R = 0,181) että energiaan suhteutettuna (E%) (10 til-%: R = 0,179; 30 til-%: R = 0,236). Kuidun ja kalsiumin saanti tai ulos-
teen NOC-pitoisuudet eivät korreloineet viabiliteetin kanssa. 
 
Johtopäätökset: 
Tutkimuksen perusteella KASVI-ryhmän ulostevesi voisi vähentää HCA-7-paksusuolisyöpäsolujen viabiliteettia in vitro verrattuna 
50/50- ja ELÄIN-ryhmien ulosteveteen. Tämä voi viitata siihen, että kasviproteiinilähteiden lisääminen ja eläinproteiinilähteiden 
vähentäminen alentaa suolistosyövän riskiä. Tarkempien johtopäätösten tekemiseksi tulisi altistuskoe toistaa useammalla pak-
susuolisyöpäsolulinjalla sekä jollakin normaalin kaltaisella kontrollisolulinjalla. 
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Background and aim: 
Colorectal cancers (CRC) are the third most common type of cancer in men and the second most common in women worldwide. 
The risk for CRC is influenced by lifestyle factors, especially diet. The effect of diet on CRC risk is thought to be mediated by the 
liquid phase of the feces called fecal water (FW); the components in food or produced from food by the microbiome must be in 
soluble form to have an effect on the colon epithelial cells, especially on the proliferating cells at the bottom of the colonic crypts, 
and consequently on CRC risk. In this study, we examined how viability of cells from human colon cancer cell line HCA-7 was 
affected, when the cells were exposed to FW extracted from fecal samples from study participants eating diets with emphasis on 
either animal or plant protein sources. Additionally we tested, whether body mass index (BMI), pH of the FW, amount of N-nitroso 
compounds in feces (NOC), or intake of fiber, protein, calcium or energy correlate with viability. 
 
Materials and methods: 
146 healthy voluteers (age 20–69, BMI 18,5–35) were randomly assigned to three intervention diet groups for 12 weeks. Protein 
content of the diets (target 17 E%) came from animal and plant sources in proportion of 70/30 % (ANIMAL-group, n=46), 50/50 % 
(50/50-group, n=44) and 30/70 % (PLANT-group, n=44). Food consumption was assessed using 4-day food records kept by the 
participants before and at the end of the intervention period. Fecal samples were collected from the same time periods. Fecal 
samples were diluted with water in ratio of 1:1 and homogenized, homogenate was ultracentrifuged, pH of the supernatant i.e. FW 
was measured and finally the FW was filtered sterile using a 0,22 µm filter. 
HCA-7-cells were first incubated roughly 24 h on 96-well cell culture plate in growth medium so that the cells were attached to the 
plate. Then three parallel FW samples in three different dilution (10 vol-%, 20 vol-% and 30 vol-%) from each study participant 
were added on to the plate, and the plate was further incubated exactly 24 h. After that, the amount of living cells was measured 
colorimetrically using WST-8-reagent. Viability (%) was determined by calculating the proportion of living cells in sample containing 
wells compared to the living cells in the control wells. 
Statistical significance of the differences of viability between the diet groups was tested by analysis of covariance (ANCOVA) using 
the viability at the baseline as covariate. Correlations were analyzed using Pearson’s correlation test. 
 
Results: 
FW samples were obtained from134 study participants. There was a statistically significant difference in viability between the 
groups’ means in samples with FW content of 30 vol-% (ANCOVA p=0,005). Viability (%) was smallest in the PLANT-group (co-
variate adjusted mean 30,0 ± 1,9), and in the reciprocal comparison it differed from both the ANIMAL-group (37,8 ± 1,8; p = 0,011, 
Bonferroni correction) and the 50/50-group (37,1 ± 1,8; p = 0,021). 
At the end of the study, there were statistically significant correlation (p < 0,05) between viability and BMI in all of the FW contents 
(10 vol-%: Pearson correlation coefficient R = 0,210; 20 vol-%: R = 0,366; 30 vol-%: R = 0,319), pH of the FW in the FW contents 
of 20 vol-% (R = 0,204) and 30 vol-% (R = 0,249). The intake of protein (g/d) correlated in contents of 10 vol-% (R = 0,199) and 30 
vol-% (R = 0,181). Also, the intake of protein in proportion to energy intake (E%) correlated in contents of 10 vol-% (R = 0,179) and 
30 vol-% (R = 0,236). The intake of fiber, calcium and the amount of NOC:s in feces did not correlate with viability. 
 
Conclusions: 
In this study, the FW from the PLANT group reduced the viability of HCA-7 cells in vitro compared to the FW of the 50/50 ja the 
ANIMAL groups. This could indicate that increasing the consumption of plant-based protein sources and decreasing that of animal 
proteins may decrease the risk of CRC. To strengthen the current results, the exposure experiments should be replicated also 
using different colon cancer cell lines and a normal-like control cell line. 
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	 ELÄIN	(46)	 50/50	(44)	 KASVI	(43-44)	 	


















































10	til-%	 	 51,5	±	2,1	 53,6	±	2,1	 49,5	±	2,1	 0,369	
20	til-%	 	 42,5	±	2,1	 43,6	±	2,1	 38,1	±	2,1	 0,143	
































































	 	 Alkupiste	 	 Loppupiste	
















BMI	 R	 0,163	 ,182*	 0,159	 -0,098	 	 ,210*	 ,366**	 ,319**	 -0,071	
p	 0,060	 0,035	 0,066	 0,258	 	 0,015	 0,000	 0,000	 0,415	
pH	 R	 0,150	 ,222**	 0,145	 1	 	 0,130	 ,204*	 ,249**	 1	
p	 0,083	 0,010	 0,095	 	 	 0,134	 0,018	 0,004	 	
Energia	 R	 ,254**	 ,206*	 ,184*	 -0,096	 	 0,094	 0,021	 0,025	 -,179*	
p	 0,003	 0,018	 0,034	 0,273	 	 0,280	 0,811	 0,777	 0,039	
Proteiini	(g)	 R	 ,299**	 ,261**	 ,176*	 -0,058	 	 ,199*	 0,098	 ,181*	 -0,002	
p	 0,000	 0,002	 0,043	 0,511	 	 0,022	 0,263	 0,038	 0,979	
Proteiini	(E%)	 R	 0,144	 0,153	 0,064	 -0,005	 	 ,179*	 0,110	 ,236**	 ,183*	
p	 0,100	 0,079	 0,467	 0,955	 	 0,039	 0,207	 0,007	 0,035	
Kalsium	 R	 ,284**	 ,211*	 ,185*	 0,036	 	 0,168	 0,121	 0,154	 ,180*	
p	 0,001	 0,015	 0,034	 0,681	 	 0,053	 0,164	 0,078	 0,038	
Kuitu	(g)	 R	 0,166	 0,139	 ,192*	 -,190*	 	 0,001	 -0,127	 -0,052	 -,233**	
























	 ELÄIN	(46)	 50/50	(44)	 KASVI	(43-44)	 	


















































10	til-%	 	 46,3	±	2,1	 49,4	±	2,1	 46,1	±	2,1	 0,444	
20	til-%	 	 36,4	±	2,2	 38,8	±	2,2	 33,6	±	2,2	 0,227	











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	
	 	 	 	
	
	










































































































































































































































etc.	 …	 	 	 	 	 	 	
C	 N3	
10	%	
…	 	 etc.	 	 	 	 	 	 	 	 	
D	 N4	
10	%	
	 	 …	 	 	 	 	 	 	 	 	
E	 N5	
10	%	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
F	 N6	
10	%	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
G	 N7	
10	%	












































































































	 ELÄIN	(46)	 50/50	(44)	 KASVI	(43-44)	 	


















































10	til-%	 	 0,103	±	0,006(a)	 0,090	±	0,006(a,b)	 0,075	±	0,006(b)	 0,006*	
20	til-%	 	 0,126	±	0,007(a)	 0,103	±	0,007(a,b)	 0,096	±	0,007(b)	 0,012**	






































	 	 Alkupisteen	interaktio	 	 Loppupisteen	interaktio	
Ulostevesi-
pitoisuus	(til-%)	
	 10	 20	 30	 	 10	 20	 30	
BMI	 R	 -0,159	 -0,154	 -0,154	 	 -0,115	 -0,126	 -0,138	
p	 0,067	 0,077	 0,077	 	 0,186	 0,146	 0,113	
pH	 R	 ,473**	 ,264**	 ,183*	 	 ,584**	 ,454**	 ,365**	
p	 0,000	 0,002	 0,034	 	 0,000	 0,000	 0,000	
Energia	 R	 -0,168	 -0,167	 -0,130	 	 -,252**	 -,262**	 -,220*	
p	 0,054	 0,055	 0,138	 	 0,003	 0,002	 0,011	
Proteiini	(g)	 R	 -0,062	 -0,088	 -0,065	 	 -0,114	 -,188*	 -0,163	
p	 0,478	 0,316	 0,457	 	 0,192	 0,030	 0,062	
Proteiini	(E%)	 R	 0,071	 0,034	 0,024	 	 0,140	 0,048	 0,042	
p	 0,421	 0,699	 0,789	 	 0,108	 0,586	 0,629	
Kalsium	 R	 0,018	 -0,012	 -0,029	 	 0,119	 0,080	 0,062	
p	 0,839	 0,892	 0,745	 	 0,172	 0,358	 0,480	
Kuitu	(g)	 R	 -,192*	 -,174*	 -0,153	 	 -,293**	 -,299**	 -,284**	



































BMI	 R	 ,212*	 ,236**	 ,243**	 	 ,224**	 ,380**	 ,329**	
p	 0,014	 0,006	 0,005	 	 0,009	 0,000	 0,000	
pH	 R	 0,022	 0,100	 0,019	 	 0,046	 0,119	 0,144	
p	 0,801	 0,252	 0,823	 	 0,596	 0,170	 0,099	
Energia	 R	 ,303**	 ,258**	 ,243**	 	 0,132	 0,069	 0,079	
p	 0,000	 0,003	 0,005	 	 0,129	 0,429	 0,368	
Proteiini	(g)	 R	 ,321**	 ,280**	 ,203*	 	 ,218*	 0,133	 ,213*	
p	 0,000	 0,001	 0,020	 	 0,012	 0,126	 0,014	
Proteiini	(E%)	 R	 0,127	 0,131	 0,049	 	 0,162	 0,103	 ,213*	
p	 0,146	 0,135	 0,575	 	 0,062	 0,237	 0,014	
Kalsium	 R	 ,280**	 ,196*	 ,176*	 	 0,153	 0,107	 0,132	
p	 0,001	 0,024	 0,043	 	 0,078	 0,222	 0,133	
Kuitu	(g)	 R	 ,216*	 ,194*	 ,253**	 	 0,045	 -0,069	 0,021	
p	 0,013	 0,026	 0,003	 	 0,609	 0,432	 0,811	
R:	Pearsonin	korrelaatiokerroin;	*:	p	<	0,05;	**:	p	<0,01	
	
Pohdintaa	interaktiosta	ja	sen	merkityksestä	
Pelkän	interaktion	aikaansaama	absorbanssi	oli	paikoin	varsin	suuri,	jopa	kymme-
niä	prosentteja	solullisten	kuoppien	absorbanssista	(kuva	L1).	Reagenssin	valmis-
taja	huomauttaa	käyttöohjeessaan	(80),	että	WST-8	saattaa	reagoida	pelkistävien	
yhdisteiden	kanssa	ja	muodostaa	värillistä	formazania,	mikä	siis	lisäisi	absorbans-
sia	ja	nostaisi	mitattua	viabiliteettilukemaa.	Ulostevedellä	on	selvästi	itsenäistä	
pelkistyspotentiaalia.	On	myös	mahdollista,	että	homogenoinnin	yhteydessä	ken-
ties	hajonneista	mikrobeista	olisi	tullut	pelkistäviä	entsyymeitä	ulosteveteen.	Jos	
lisäksi	mikrobiperäisten	entsyymien	aktiivisuus	olisi	pH:sta	riippuvaista	kuten	lu-
vussa	7.4.2.	spekuloitiin,	on	tämäkin	voinut	vaikuttaa	interaktion	suuruuteen	ja	
ryhmien	välisiin	eroihin	interaktiossa.	Kaikkein	vahvin	korrelaatio	tässä	tutkimuk-
sessa	havaittiinkin	interaktion	ja	ulosteveden	pH:n	välillä,	joten	voi	olla,	että	inter-
aktio	olisi	jotenkin	riippuvaista	pH:sta.	
70	
	
Interaktiossa	havaittiin	myöhemmin	toinenkin	odottamaton	piirre:	Identtisiä	solu-
kokeita	toisilla	solulinjoilla	(joiden	tulokset	eivät	varsinaisesti	kuulu	tämän	opin-
näytteen	laajuuteen)	on	tehty	samaisessa	ScenoProt-tutkimuksessa	tämän	kirjoit-
tajankin	toimesta	jo	muitakin.	Kokeiden	yhteydessä	tehtyjen	interaktiomittausten	
tulosten	alustavien	tarkastelujen	perusteella	interaktioabsorbanssin	keskiarvo	
vaihtelee	koesarjasta	toiseen,	ja	ero	on	suurimmillaan	yli	kaksinkertainen.	Tämä	
on	kummallista,	sillä	kyseessä	on	samojen	ulostevesinäytteiden	kanssa	tehdyt	
identtiset	interaktiomittaukset,	jolloin	luonnollisesti	tuloksien	pitäisi	olla	mittaus-
tarkkuuden	rajoissa	identtiset.	Kyse	voi	olla	jostain	näytteiden	käsittelystä	johtu-
vasta	systemaattisesta	virheestä,	jota	ei	ole	osattu	ottaa	huomioon	näytteidenkä-
sittelyprotokollaa	kehitettäessä,	mutta	valitettavasti	tällaista	virhelähdettä	ei	on-
nistuttu	selkeästi	osoittamaan.	Jonkin	verran	on	aiemmin	tutkittu	uloste-	ja	uloste-
vesinäytteiden	käsittelyn,	säilytyksen	ja	ulosteveden	eri	valmistustapojen	vaiku-
tuksia	ulosteveden	metabolomiin	ja	havaittu,	että	erilaiset	protokollat	tuottavat	
hieman	erilaisia	metaboliittiprofiileita	(94–102).	Tämä	oletettavasti	vaikuttaisi	
myös	viabiliteettimittauksiin.	Valitettavasti	standardisoitua	ja	yleisesti	hyväksyt-
tyä	protokollaa	näytteiden	käsittelyyn	ei	vielä	ole	kehitetty.	
Vaikka	ryhmien	väliset	erot	interaktiossa	olivatkin	merkitseviä,	oli	interaktio	silti	
sen	verran	pieni,	että	sen	vaikutus	tuloksiin	jäi	vähäiseksi,	kuten	luvussa	7.3.	tode-
taan.	Silti	näiden	tulosten	perusteella	näyttää	siltä,	että	koesysteemissä	ei	aivan	
kaikki	mahdollista	harhaa	aiheuttavat	tekijät	ole	vielä	hallinnassa.	Jos	WST-8-
menetelmää	käytetään	jatkossa,	olisi	syytä	tarkastella	interaktiota	ulosteveden	
kanssa	tarkemmin	ja	yrittää	löytää	siihen	vaikuttavat	tekijät.	Interaktion	vaikutuk-
sen	eliminoiminen	vähintäänkin	pienentäisi	tulosten	hajontaa,	ja	sitä	myötä	mitta-
usten	tarkkuus	paranisi.	
